882

Les autoradiogrammes correspondants
furent digitalisés puis analysés automa-
tiquement par des algorithmes com-
plexes de comparaison d’empreintes.
Ces programmes permirent de compa-
rer tous les clones deux a deux grice
a un superordinateur créé pour I’occa-
sion a 'INRIA par la mise en réseau
de tous les mini-ordinateurs de I’Insti-
tut. Ainsi, des calculs qui auraient
nécessité plusieurs années furent obte-
nus en quelques jours. De ces compa-
raisons d’empreintes, nous avons pu
déduire des chevauchements entre clo-
nes, ces 22 000 clones représentant
cinq génomes haploides et donc en
pratique cinq découpes différentes du
génome humain. Ainsi pres de 50 %
de chaque chromosome furent recons-
titués avec des contigs (ensemble de clo-
nes chevauchants) de cinq YAC en
moyenne, 15 4 20 % du génome étant
couverts par des contigs de plus de
3 millions de paires de bases. La vali-
dité de I’assemblage fut vérifiée en
analysant 10 contigs au hasard parmi
les 1 000 obtenus. Différentes simula-
tions a partir des résultats obtenus sur
ces 22 000 clones montrent que
I’analyse de 24 000 clones supplémen-
taires permettra de lever une carte de
190 % du génome avec des contigs de
plus de 5 millions de paires de bases.
Ceux-ci seront obtenus dans les mois
a venir. Les trongons de ce premier
[ assemblage seront ensuite positionnés le
[long du chromosome en utilisant quel-
ques centaines de balises ordonnées de
la carte génétique. Les solutions de
continuité de cette carte physique pri-
maire (environ 100 « trous ») seront
traitées par ’ensemble de la Commu-
nauté Internationale. Les derniers trous
correspondront aux segments d’ADN
réfractaires au clonage.

Parallelement a cette approche globale,
et justement pour vérifier qu’il était
possible d’obtenir 100 % d’un chromo-
some, la carte physique compléte du
bras long du chromosome 21
(43 millions de paires de bases, 1,2 %
du génome) a été réalisée, le bras
court, long de quelques millions de
paires de bases, n’étant constitué que
d’hétérochromatine. Cela fut fait en
criblant une banque de YAC de
90 000 clones avec 200 balises du chro-
mosome 21 dont prés de la moitié
n’étaient pas encore positionnées. Ces
balises correspondaient a des sites

amplifiables par PCR (STS = sequen-
ced tagged siles) représentant, soit des doci
polymorphes, soit des genes connus,
soit enfin des sites anonymes. Nous
avons obtenu effectivement un conti-
nuum de clones chevauchants s’éten-
dant du centromere au télomere du
bras long du chromosome 21.

Ce contig va accélérer I'identification des
geénes de ce chromosome comme ceux
responsables du syndrome de Down
(trisomie 21), de la sclérose latérale
amyotrophique, de I’épilepsie myoclo-
nique. Il permettra également de cla-
rifier le réle du chromosome 21 dans
la maladie d’Alzheimer.

L’ensemble de nos travaux démontre
aussi qu'un changement d’échelle de la
biologie s’opere peut-étre plus tét que
prévu et la ou on ne l’attendait pas.
Les méthodes et les stratégies
employées marquent définitivement la

naissance d’une nouvelle branche de la |

recherche, plus technologique, dans
laquelle la productique fait son entrée
au service de I’homme malade. Des
dizaines de nouvelles mutations patho-
logiques seront identifiées trés rapide-
ment, créant une véritable inflation par
rapport aux efforts consentis pour
développer des solutions thérapeuti-
ques. Mais il faut espérer que cet
afflux stimulera les investissements
publics et privés.

Daniel Cohen
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EEN BREVE EEE

BEE La protéine (-amyloide (8-
AP) déstabilise la régulation ncuro-
nale du calcium intracellulaire. La 3-
AP est le constituant majeur des pla-
ques séniles observées dans le cerveau
de patients atteints de la maladie
d’Alzheimer (voir m/s n°3, wol. 7,
p. 294). On soupconne depuis long-
temps que cette protéine joue un role
dans |’atteinte neuronale, et une acti-
vité neurotoxique a été observée sur
des neurones en culture, notamment
en présence d’acides aminés excitateurs
(1) mais les mécanismes n’en sont pas
connus. Mattson et al. (University of
Kentucky, USA) apportent un élément
de réponse important en démontrant
que la B-AP modifie la régulation des
concentrations de calcium intracellulaire
dans les neurones [2]. La mise en cul-
ture de neurones de cortex humain
feetal en présence de B-AP provoque,
aprés quelques jours, une augmenta-
tion de la concentration calcique intra-
cellulaire a preés de deux fois le con-
trole. Toutes les stimulations qui, nor-
malement, accroissent la concentration
calcique intracellulaire sont, par ail-
leurs, nettement amplifiées (jusqu’a
trois fois) en présence de 3-AP. Cela
est particulierement net — et impor-
tant pour les hypotheéses concernant
effet neurotoxique — en ce qui con-
cerne les acides aminés excitateurs tel
le glutamate. Or on sait que
excitotoxicité associée au glutamate est
due, en grande partie, a une amplifi-
cation de l'influx de calcium condui-
sant a une surcharge calcique intracel-
lulaire (voir m/s n° 4, wol. 6, p. 394).
Une « hypotheése calcique » du méca-
nisme de la neurodégénérescence alz-
heimérienne émerge donc de ces tra-
vaux, selon laquelle ’accumulation de
B-AP dans I’espace extracellulaire
modifierait la régulation calcique. La
protéine abaisserait ainsi le seuil de
I’excitotoxicité des neurones qui
seraient alors susceptibles de dégénérer
en présence de concentrations pourtant
physiologiques d’acides aminés
excitateurs.

[1. Koh JY, et al. Bran Res 1990 ;
533 : 315-20.]

[2. Mattson MP, e al. | Neurosci
1992 ; 12 : 376-89.]
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